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論文内容要旨
 近年,リン脂質シグナリングの様々な生理機能における重要性が指摘されている。PKCの活
 性化因子として知られるジァシルグリセロール(DAG),PLC一γ1などの活性化因子のホスファ
 チジン酸(PA)はともにリン脂質シグナリングにおけるセカンドメッセンジャーとして重要で
 ある。DAGをリン酸化したPAに変換するジアシルグリセロールキナーゼ(DGK),PAを脱リ
 ン酸化してDAGに変換するホスファチジン酸ホスファターゼ(PAP)はともに両者の量的調節
 機構の中で重要な位置を占めていると考えられる。
 DGKについては現在までに全8種のアイソフォームについて,分子特性と脳内における遺伝
 子発現局在が明らかにされている。本研究では近年そのタンパク質一次構造が決定されたPAP
 のふたつのうットアイソフォームについてその脳内遺伝子発現局在を明らかにすることでその機
 能解析の一助とすることを目的とした。
ヤ
 ラットにおいて現在明らかにされている二つのアイソフォームPAP2a,PAP2bにそれぞれ特
 異的なオリゴヌクレオチドプローブを用いてinsituhybridization法にてラットの各発達段階に
 おける脳内遺伝子発現局在を精査した。プローブのspecificityはそれぞれnorthemblot解析に
 て確認した。
 ラットPAP2aの遺伝子発現は胎生期脳には検出されず,生直後と生後7日齢の脳で明瞭に認
 められた。その局在は大脳皮質,海馬,歯状回,嗅球,線状体,間脳,脳幹,の灰白質であり,
 脳梁などの白質には認められなかった。生後14日齢ではその発現は微弱になり,小脳,海馬,
 歯状回にのみ有意な発現を認めた。トルイジンブルーを用いた対比染色による観察の結果,PAP2a
 の遺伝子発現局在を示す銀粒子の集積は小脳におけるプルキンエ細胞を含めて,殆どのニューロ
 ンに局在することが明らかになった。
 これに対して,ラットPAP2bの遺伝子発現は全く異なる局在を示した。すなわち,胎生15,
 18日齢において脳から脊髄にわたって脳室胚芽層に限局して強い遺伝子発現が認められ,その
 強い発現は生直後まで明瞭であった。それ以降の発達過程においては脳室周囲の上衣層での発現
 は減弱し,生後49日齢では非常に微弱なものとなった。また,生後から成熟期まで脳全体に灰
 白質,白質の明瞭な区別無く弱い遺伝子発現がびまん性に認められるが,小脳において生後7日
 齢から他に比してその発現が明瞭になった。その発現は外顆粒層ではなく内顆粒層と分子層の境
 界領域に局在しており,生後14日齢でより明瞭となり,その後は強度が減弱するものの生後49
 日齢まで観察できた。対比染色による検討の結果小脳での発現はプルキンエ細胞でなく,Bergmann
 ダリアに局在することが明らかになった。
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 それぞれのアイソフォームの発現局在と時期を考慮するとPAP2aはニューロンのシナプス形
 成,PAP2bはダリア系の細胞の分裂,分化,移動に関与することが考えられる。成熟アスト・
 サイトにおけるPAP2bの役割については現在のところ不明である。
 また,既報のDGK各アイソザイムの遺伝子発現局在パターンのうちで,上記二っのPAPア
 イソフォームのそれと一致したものはない。リン酸化・脱リン酸化の供役調節を考慮すると未だ
 分子構造未知のPAPアイソフォームが既知DGKアイソフォームと供役することが示唆される。
 さらに,時間的区間的に脳各部ではPAとDAGのセカンドメッセンジャーとしての要求度が異
 なる可能性もある。あるいは,PAとDAGそれぞれが脂肪酸組成の点で産生径路により異なる
 ことと何らかの関連があるのもしれない。
 今後も2っのPAPアイソフォームに対するタンパク質レベルの解析の余地が残されてはいる
 が,本研究においてPAPの2っのアイソフォームの脳内遺伝子発現についてニューロンとダリ
 アに別個にしかも時期特異的に発現することが初めて明らかにされた。
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 審査結果の要旨
 ホスファチジン酸(PA)ホスファターゼはリン脂質の代謝経路におけるPAからジアシルグ
 リセロール(DAG)への脱リン酸化による変化を司る酵素である。PAとDAG双方ともシグナ
 ル伝達におけるセカンドメッセンジャーとして機能するので,DAGからPAへのリン酸化によ
 る変化を司るDAGキナーゼとこの酵素との相補的な機能相関はリン脂質関与シグナル伝達の調
 節に重要であると考えられる。DAGキナーゼの分子構造と発現局在の多様性は特に脳において
 遺伝子工学と遺伝子組織化学(insituhybridizationhistochemistry)を駆使して近年明らか
 にされてきたが,PAホスファターゼに関するこれらの多様性に関する知見は未だ乏しい。
 本研究で申請者は,従来の生化学的分類によるPAホスファターゼ2型(a,b)の分子構造
 に関する最近の他者遺伝子工学的研究結果に基づき,それら2種の分子のラット脳内遺伝子発現
 局在をアイソトープを用いた遺伝子組織化学により光学顕微鏡レベルで詳細に解析した。PAホ
 スファターゼ2-aのmRNAの有意の発現シグナルは胎生期の脳には認められず,出生後幼弱
 期の脳灰白質に限局して広く観察されたが,以後その発現は漸減し,成熟期では脳灰白質及び白
 質いづれにも検出されなかった。一方,PAホスファターゼ2-bのmRNAは胎生期脳の脳質胚
 芽層に限局して強く発現されており,その発現は生後7日齢で減弱した。また,その弱い発現が
 生後発達過程の脳灰白質と白質双方に禰慢性に認められたが,成熟期脳では小脳Bergmann細
 胞,ダリア境界膜,脳質上衣層にわずかに残存するのみで,他部位には認められなかった。即ち,
 PAホスファターゼ2-aの発現は生後幼弱期のニューロンに限局し,同2-bの発現は発生途上
 のダリア芽細胞と分化したアストロサイト系のダリア細胞に限局していた。これらの所見から,
 2-aのシナプス形成への関与と2-bのダリア芽細胞の分裂・移動・分化への関与の可能性を考
 察した。特に後者に関しては,既報のDrosophilaのWunen分子との高い相同性と常時細胞移
 動を行う小腸上皮からの最初の同定との知見に鑑みて詳しく考察した。一方,分子構造既知の
 DAGキナーゼには8つのアイソフォームが知られているが,いづれの脳内発現パターンもPA
 ホスファターゼ2-a,bのものと対1、示しないことが判明した。分子構造未知のPAホスファター
 ゼアイソフォームの解析待ちという条件付きであるが,これら二種のリン酸化と脱リン酸化酵素
 同士の発現パターンの不対応に関して,脂質構成脂肪酸の相異(飽和・不飽和)を基にした基質
 /産物のDAGとPAの機能的特性の相異の可能性についても考察した。
 提示された所見はいづれも正確で信頼性が高く,リン脂質シグナル伝達の研究領域に今後寄与
 することは明白であり,自己の新所見を基にした考察も論理的に慎重かつ明快である。よって,
 本研究は学位に値するものと判定された。
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